(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Wcltorganisation fur geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum 
6. Mai 2005 (06.05.2005) 




PCT 



II III I llll 



(10) Internationale Veroffentlichungsnummer 

WO 2005/040408 Al 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12Q 1/02 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EP2004/012017 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

22. Oktober 2004 (22.10.2004) 

(25) Einreichungssprache: Deutsch 

(26) Veroffentlichungssprache: Deutsch 

(30) Angaben zur Prioritat: 

03023953.7 22. Oktober 2003 (22. 10.2003) EP 

(71) Anmelder (flir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von 
US): SELECORE GMBH [DE/DE]; Burckhardtweg 2, 
37077 Gottingen (DE). 



(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): KOLMAR, Harald 

[DE/DE]; Henri-Dunant-Strasse 17, 37075 Gottingen 
(DE). 

(74) Anwalt: VOSSIUS & PARTNER; Siebertstrasse 4, 
81675 Miinchen (DE). 

(81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fur 
jede verfugbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL, 
AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH, 
CN, CO, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, 
FI, GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, 
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, 
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG, 
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM, 

[Fortsetzung aufder ndchsten Seite] 



(54) Title: METHOD FOR THE IDENTIFICATION OF ENZYMES HAVING DESIRED PROPERTIES BY IMMOBILISATION 
OF THE REACTION PRODUCT ON THE SURFACE OF ENZYME-PRESENTING ORGANISMS 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR IDENTIFIZIERUNG VON ENZYMEN MIT GEWUNSCHTEN EIGENSCHAFTEN 
DURCH VERANKERUNG DER REAKTIONSPRODUKTE AUF DER OBERFLACHE ENZYMPRASENTTERENDER 
ORGANISMEN 



< 
O 



IsoflerungE 
I posatvar Wons 



rytometrle 



E_ cod transfbrmiert Tilt 




ESCAPED 



Induction der Expression 



Zoaobeff.SchenprascritaUon der 



Marfoenjng der Zetlen 
durch Inkubatfon mrt elnem 
IrrteraMtonspartnex des 
SlgnalmoteJcQIs (Strepta- 
vidln, R-Wiyqoerythrin) 

Q B 



Fbdarung des 
httfeanzyms 
(PeroxWasa) aufder 
ZetoberfSche 



rH ■ . ■ ^ " * 

* ' — > • ■ 1 > _ _ mllltnDIT 



Ester Hydrcrfyse Inkubafion mil einem 

ZaMbderung des 9. ptienoCschen 

. KeaMkmsprodukies ma r^srsw...^ 

3 tonlualertem tanjufliertem 



2.B. B*o&vTyram!d- 



S(gna!mo!ekiil 
(Blotln-Tyramid) 



1. -ISOLATING ESTERASE-POSITIVE CLONES BY FLOW-THROUGH 
CYTOMETRY 

2. _ MARKING CELLS SY INCUBATING WITH AN INTERACTION 
PARTNER OF THE SIGNAL MOLECULE (STREPTA VI DIN, 
R-PHYCOERYTHRBM) 

3. -CELL FIXING THE REACTION PRODUCT TO CONJUGATED 
SIGNAL MOLECULE (BIO TIN TY RAN IDE) 

4 _E. COU TRANSFORMED WITH ESTERASE GENE 
5 -INDUCTING THE EXPRESSION 
6. -ESCAPED 

7 —CELL SURFACE PRESENTATION OF THE ESTERASE 
FIXING THE AUXILIARY ENZYME (PEROXIDASE} TO THE CELL 
SURFACE 

8. -INCUBATING WITH A PHENOUC ESTER SUBSTRATE WITH 

CONJUGATED SIGNAL MOLECULE 

E.G. BJOTIN TYRAMIDE FATTY ACID ESTER 



(57) Abstract: The invention relates to a method for the identification 
of enzymes with a desired activity, by random generation of a large 
collection of enzyme variants, the synthesis of said variants in host or- 
ganisms, the presentation thereof on the surface of the organisms and 
the isolation of enzyme variants with the desired properties, by the de- 
tection of the covalent deposition of the reaction product on the surface 
of the host organism. 

(57) Zusammenfassung: Beschrieben wind ein Verfahren zur Identi- 
fizierung von Enzymen mit einer gewiinschten Aktivitat durch zufalls- 
massige Erzeugung einer grossen Sammlung von Enzymvarianten, die 
Synthese dieser Varianten in Wirtsorganismen, deren Presentation auf 
der Oberflache der Organismen und die Isolierung von Enzymvarianten 
mit den gewiinschten Eigenschaften durch den Nachweis der kovalen- 
ten Deposition des Reaktionsproduktes auf der Oberflache des Wirts- 
organismus. 
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